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Resumen

El principal objetivo de las industrias carnicas es extender la vida atil de los alimentos, el uso de
nitratos como conservantes esta limitado, se busca una alternativa para conservar derivados carnicos.
El proyecto se enfoco en conservar embutidos mediante el uso de aceite esencial de orégano (AEO).
El objetivo es evaluar la capacidad antimicrobiana del aceite esencial de orégano (Origanum vulgare)
en embutidos artesanales de cerdo contra la bacteria Escherichia coli (E.coli), para lo cual, se extrajo
el aceite esencial de orégano mediante un destilador semiindustrial, y se analizo el aceite utilizando
un cromatografo GC-MS Bruker la muestra paso por una columna BR-5 ms de 30 m de longitud x
0,25 mm de diametro interno, 0,25 um de espesor de pelicula y una temperatura 260 °C. El gas
transportador fue helio. Para la preparacion del inoculo la cepa E. coli (ATCC 25922) que
previamente estaba conservada en Cryobank fue sembrada en placas petri con agar nutritivo mediante
la técnica de estriado. Para la concentracion minima inhibitoria del aceite se utilizé una cepa de E.
coli ATCC 25922, mediante la técnica de difusion y se colocd discos impregnados con
concentraciones de 5% hasta 30% del AEO. Se elaboraron embutidos de cerdo con tres tratamientos:
AEO al 5%, sal nitral y control. El recuento de la cepa E. coli, en los embutidos se evalué mediante
placas petrifilm. Se analizaron las caracteristicas organolépticas durante un periodo de 15 dias. Los
resultados mostraron la presencia de compuestos quimicos como el timol y carvacrol en el AEO. Se
observo que el aceite tenia una capacidad antimicrobiana en concentraciones superiores al 5%. En
los embutidos formulados con una concentracion del 5% de AEO segun la escala de Mac Farland 0,5
hubo una reduccion en el crecimiento de E. Coli. No existe diferencias significativas con el
tratamiento AEO vy sal nitral. Esto significa que el orégano puede ser empleado como conservante y
agente antimicrobiano en embutidos. Sin embargo, la duracion con estos tratamientos fue de una
semana, debido a que se detectaron modificaciones en las propiedades sensoriales a medida que
transcurria el tiempo.

Palabras claves: Origanum vulgare, aceite esencial del orégano, E. coli, embutidos, conservante.



Abstract

The main objective of the meat industries is to extend the shelf life of foods, the use of nitrates as
preservatives is limited, and an alternative is sought to preserve meat derivatives. The project focused
on preserving sausages by using oregano essential oil (OEQ). The objective is to evaluate the
antimicrobial capacity of oregano essential oil (Origanum vulgare) in artisanal pork sausages against
Escherichia coli (E.coli) bacteria. For this purpose, oregano essential oil was extracted using a semi-
industrial distiller, and the oil was analysed using a Bruker GC-MS chromatograph. The sample
passed through a BR-5 ms column of 30 m length x 0,25 mm internal diameter, 0,25 um film thickness
and a temperature of 260 °C. The carrier gas was helium. The carrier gas was helium. For inoculum
preparation the E. coli strain (ATCC 25922) previously preserved in Cryobank was seeded on nutrient
agar petri dishes using the streaking technique. For the minimum inhibitory concentration of the oil,
a strain of E. coli ATCC 25922 was used, using the diffusion technique and discs impregnated with
concentrations of 5% to 30% of the AEO. Pork sausages were produced with three treatments: 5%
AEQ, nitral salt and control. The E. coli strain count in the sausages was evaluated using petrifilm
plates. Organoleptic characteristics were analysed over a period of 15 days.

Key words: Origanum vulgare, oregano essential oil, E. coli, sausages, preservative.
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1 Introduccion

La expansion de las ciudades y crecimiento poblacional en el Ecuador ha provocado un
mayor consumo de alimentos, entre ellos los derivados de carne (Novoa, 2019), por esta
razon, el principal interés en las industrias carnicas es preservar la calidad de los
alimentos con el uso de conservantes quimicos y naturales, evitando asi la proliferacion
de los microorganismos, por lo que se han implementado diversas técnicas y enfoques
para prolongar la duracion del producto, los cuales desempefian un papel crucial en la

alimentacion humana. (Ramos, 2019).

Dado que los embutidos son productos derivados de la carne, son susceptibles a la
contaminacion por diferentes microorganismos, como el Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Salmonella typhimuriumy Yersinia enterocolitica, por la disponibilidad
de diversos nutrientes que favorecen su proliferacion, causando asi enfermedades
transmitidas por alimentos (ETA) (Ramos, 2019). Por consiguiente, el Instituto
Ecuatoriano de Normalizacion (INEN 1338:2012) detalla los estandares microbiol6gicos
aplicados a los productos carnicos y también la aceptacién o rechazo del producto,
tomando en cuenta los pardmetros establecidos en cada norma, evitando asi

contaminacion de microorganismos en los alimentos (INEN, 2012).

Las sales nitrales son ampliamente empleadas como conservantes quimicos en la
produccion de embutidos, desempefiando un papel crucial en la conservacién del color
rojo apetecible de la carne al retrasar la oxidacion de los acidos grasos, reduciendo el
sabor rancio, conservando una textura adecuada y disminuyendo totalmente la
proliferacion de microorganismos. Sin embargo, se encuentra restringido debido a los

graves problemas que pueden ocasionar en el cuerpo, incluyendo la aparicion de varios



tipos de cancer, siendo el cancer colorrectal, el mas relevante; asi como trastornos en la
metahemoglobinemia en nifios menores de 5 afios (Discovery, 2015).

Cardona & Mejia (2019) aluden que la mayoria de los consumidores buscan implementar
productos naturales a sus preparaciones con el fin de disminuir parcial o totalmente el uso
de sal curada y sustituirlo por aceites esenciales (AE), generando menor riesgo a la salud,
ofreciendo al consumidor un producto menos artificial y aportando una gran capacidad
bacteriostatica por sus principios activos.

Segun Mera (2020), los aceites esenciales tienen compuestos fendlicos como el carvacrol,
timol y eugenol. En consecuencia, es importante sefialar que el uso de estos aceites
esenciales contribuye a prolongar y mejorar la duracion de vida de diversos productos
elaborados mediante diferentes tecnologias alimentarias. Esta tecnologia suele causar que
los alimentos se oxiden, por lo que la incorporacidn de aceites esenciales en los procesos
de conservacion tiene como objetivo resguardar el sabor caracteristico de los alimentos y
prevenir pérdida de nutrientes.

En la investigacion de Irianda & Benedito (2017) demuestran que los AE aromaticos, asi
como la pimienta (Piper nigrum), tomillo (Thymus), ajo (Allium sativum) y orégano
(Origamun vulgare L), etc. poseen propiedades antioxidantes. Una de estas plantas es el
Orégano (Origanum vulgare L.), originaria de la region mediterranea, que posee diversas
propiedades antimicrobianas y antioxidantes gracias a que tiene compuestos fenolicos.
Una de las opciones méas exploradas es el aceite esencial de orégano (Origanum vulgare
L.), especie que ha sido derivada en la flora ecuatoriana debido a su agradable sabor y
aroma, lo que lo convierte en un ingrediente ampliamente utilizado en la gastronomia.
Sin embargo, las investigaciones cientificas han demostrado que este arbusto otorga
maultiples beneficios para la salud gracias a su composicion de sustancias bioactivas. Por

afiadidura de Tellez & Nolazco (2017), mencionan que el aceite esencial de orégano



alberga diversos grupos de actividad funcional como cetonas, aldehidos, éteres, alcoholes,
monoterpenos, entre otros.

De acuerdo con Castillo (2016) el AE de orégano (Origanum vulgare) se caracteriza por
tener una alta actividad antimicrobiana, Dentro del ambito de la accion antibacteriana, es
posible combatir tanto microbios Gram negativas, como Salmonella y Escherichia coli,
como bacterias Gram positivas, incluyendo Clostridium botulinum y Staphylococcus
aureus. Siguiendo el planteamiento presentado por Castillo (2016), se considera que la
aplicacion del aceite esencial de orégano como aditivo en la elaboracion de embutidos
carnicos podria representar una opcion parcial a las ventas de nitratos, lo cual posibilitaria
preservar el producto final mediante su efecto antimicrobiano.

El propdsito de esta investigacion como el orégano (Origanum vulgare) puede ser
antimicrobiano en embutidos artesanales de cerdo, especialmente frente a la bacteria
Escherichia coli; se extraera el aceite esencial de orégano mediante el proceso de
destilacion, para posteriormente determinar la concentracién dptima requerida para la
conservacion de los embutidos de cerdo. Asimismo, se llevara a cabo una evaluacion de
la actividad antimicrobiana del aceite esencial de orégano en contra del microorganismo
E. coli en los embutidos artesanales, asi como un andlisis de las propiedades

organolépticas del producto final.



2 Fundamentacién teorica

2.1 Embutidos porcinos

La OMS (2015) considera como embutido a cualquier tipo de carne que ha pasado por
procesos como ahumado, curado, cocido u otros métodos para realzar su aroma, sabor y

textura, ademas de preservar su calidad como alimento.

Para Torres (2017) los embutidos constan de carne, visceras, grasa Yy algunos
subproductos, a los que se puede agregar sal, especias, conservantes y algunos aditivos.
Esto conduce a la conversion a traves del proceso de conservacion para preservar los

alimentos.

2.1.1 Embutidos crudos

Los embutidos crudos son aquellos que no han sufrido ningdn tratamiento térmico en su
elaboracion por lo que se denominan “crudos”. Estos embutidos se elaboran a base de
tocino y carne cruda, nitratos o nitritos, sal, especias, aditivos y condimentos (Torres,
2017). En el mercado se pueden encontrar en productos como: longaniza, salami, chorizo

y salchichon.

2.1.2 Embutidos cocidos

Este tipo de embutidos se elabora utilizando carne de cerdo, asi como sangre, corteza,
visceras y grasa. Este compuesto esencial es sometido a un proceso de tratamiento térmico
antes de ser sazonadas, trituradas y rellenadas de acuerdo con lo establecido por Ramos
(2019). Los subproductos carnicos cocidos son: pate de chancho, morcilla y queso de

cerdo.



2.1.3 Embutidos ahumados

Son embutidos que pasan por un proceso de coccion antes de ser ahumados sobre lefia
que debe seleccionarse con sumo cuidado., donde esté previsto este tipo de procedimiento
ya que de eso dependerd el olor y sabor del embutido. Al realizar esta accion se debe de
considerar las grandes cantidades de humo a causa de las altas temperaturas por lo que el

personal debe tener precaucion al realizar estos procedimientos (Gamez, 2021).

2.1.4 Embutidos curados

Los embutidos curados son aquellos que para su conservacion se les afiade sal de mesa
ademas de nitratos y nitritos con el fin de proporcionar sabor al producto y reduciendo la
carga bacteriana. Para lograr una curacion éptima de los embutidos, es fundamental tener
en cuenta los siguientes elementos: La temperatura, el tamarfio de corte de la carne, como
se emplea las sustancias cura, la cantidad de grasa y el procedimiento de la incorporacién
de los ingredientes de cura (Torres, 2017). Se los puede encontrar en diferentes

presentaciones como: Jamon, cecina y tocino.

2.2 Normativa INEN 1338

La presente técnica ecuatoriana establece los estandares de calidad e identidad que deben
ser cumplidos por los ingredientes empleados en la elaboracion de alimentos que son
necesarios para la salud humano. Es importante garantizar que no haya impurezas que
puedan afectar la calidad del producto final. Los requisitos microbioldgicos establecen
limites maximos de microorganismos permitidos en los ingredientes, con el objetivo de
garantizar la seguridad alimentaria. Ademas, se definen limites maximos y minimos para
ciertos componentes de los ingredientes, como proteinas, grasas, minerales y

carbohidratos. Por ultimo, se establecen criterios para el envasado y etiquetado de los



ingredientes, incluyendo informacidn sobre el contenido neto, lote, origen y fecha de

elaboracion (INEN, 2012).

2.3 Conservantes

Los ingredientes esenciales son importantes para la conservacion de los alimentos porque
ayudan a mantener su calidad, color, textura, sabor y valor nutritivo. Este tipo de
conservantes incluye una gama de métodos de conservacion, que van desde practicas
caseras como la refrigeracion hasta procesos industriales altamente controlados, como la
congelacién y la deshidratacion, que permiten una conservacion a largo plazo. Las
preferencias actuales de los consumidores reflejan una demanda de alimentos que sean
faciles de preparar y que mantengan altos estandares de calidad microbiol6gica (Orozco
& Coloma, 2017).

En términos generales, se establecen restricciones en la cantidad de aditivos que se
pueden emplear en los alimentos. Por ejemplo, las sales nitrales alcanzan un limite
méaximo de 150 mg/L o mg/kg, los fosfatos poseen un limite maximo de 1100 mg/kg y
los éxidos de hierro tienen un limite maximo de 1000 mg/kg. Es importante destacar que
los conservantes no eliminan los microorganismos por completo, sino que simplemente

previenen su crecimiento (Orozco & Coloma, 2017).

2.3.1 Conservantes quimicos

Estos conservantes son quimicos que ayudan a prevenir o evitar procesos de
fermentacion, acidificacion u otros cambios en los alimentos. Ademas, pueden
enmascarar ciertos cambios que pueden ocurrir en los alimentos. Segin Reynoso (2022),
un ejemplo de conservante utilizado en la industria carnica son los nitritos, los cuales se

presentan en forma de sales como el nitrito de sodio.



El uso de nitritos en la carne proporciona un color rojo estable, un sabor caracteristico de
carne curada, retrasa el enranciamiento, previene la oxidacion de los lipidos, controla
olores indeseables y actia como inhibidor de bacterias anaerébicas como Staphylococcus

aureus, Escherichia coli, Yersinia y Salmonella (Reynoso, 2022).

2.3.2 Conservantes naturales

Si bien no es un concepto nuevo, el uso de conservantes naturales ha sido una técnica
antigua. Los adobos a base de hierbas y especies utilizadas en recetas tradicionales son
ejemplos de conservantes naturales, como el aceite de oliva virgen o el vino tinto.
Investigaciones posteriores revelaron que estos conservantes naturales contenian
compuestos fenolicos. Estos compuestos no solo tienen funcion antioxidante, sino que
también presentan propiedades antibacterianas que impiden el crecimiento el desarrollo

bacterias patogenas (Pelayo, 2014).

El efecto antimicrobiano de los conservantes naturales esta principalmente relacionado
con la alteracion de las membranas y paredes celulares. Debido a su naturaleza
hidrofobica, estos compuestos pueden penetrar facilmente en las células bacterianas. Los
cambios en la absorcion de las estructuras pueden provocan la liberacion de componentes
celulares y afectar las propiedades funcionales de las células, lo que finalmente conduce
a la inactivacion y muerte de los microorganismos. Se ha observado que el efecto
antibacteriano es mas pronunciado en las bacterias grampositivas, ya que estas poseen
una capa de peptidoglicano que permite una interaccion directa con los compuestos. Por
otro lado, las bacterias gramnegativas presentan membranas externas con
lipopolisacéaridos, los cuales actian como una barrera contra las moléculas hidrofobicas,

dificultando su paso y aumentando su resistencia (Cofre, 2022).



2.4  Aceites esenciales

Las sustancias lipofilicas estdn compuestas principalmente por monoterpenos,
sesquiterpenos y sus derivados oxigenados, como alcoholes, aldehidos, cetonas, fenoles,
acidos, ésteres y éteres, en diferentes proporciones. A pesar de haber sido empleados en
la industria cosmética para la elaboracién de perfumes, recientemente han adquirido una
gran relevancia en la industria alimentaria debido a su capacidad antibacteriana y la

progresiva demanda de productos naturales (Araujo, 2016).

Los aceites esenciales tienen un efecto antibacteriano porque presentan compuestos
fendlicos, como el carvacrol, eugenol y timol. Estos compuestos actlan sinérgicamente
con otros componentes. Se ha investigado la capacidad de los aceites esenciales para
inhibir el crecimiento de microorganismos en una variedad de alimentos, incluyendo

frutas, verduras, pollo, carne molida y carne de res (Araujo, 2016).

2.4.1 Actividad antibacteriana de los aceites esenciales

Cebrian (2020) alude que existen algunos métodos antibacterianos como: la
despolarizacion de la membrana plasmatica, cambios en polimorfismos lipidicos,
interacciones con proteinas de membrana en bacterias gramnegativas, cambios en los
procesos respiratorios, inhibicion de la histidina descarboxilasa, ATP intracelular,
agotamiento de toxinas microbianas. De todos, el mas aceptado es que los aceites
esenciales reaccionan con lipidos en las membranas celulares microbianas, la interaccién
de estos compuestos con la membrana de las células microbianas provoca la fuga de iones
y contenidos citoplasmaticos, con ello la degradacién bacteriana favoreciendo el aumento
de la permeabilidad lo que permite que los iones migran desde el citoplasma celular, hasta

el exterior de la célula, provocando la muerte de la célula.



2.4.2 Clasificacién de los aceites esenciales

Existen diversos tipos de aceites esenciales, que se clasifican en natural, artificiales y
sintéticos. Los aceites naturales se obtienen directamente de las plantas y no soportan
alteraciones fisicas o quimicas posteriores. Sin embargo, la produccidn es costosa debido
a los bajos rendimientos. Los aceites esenciales artificiales son aquellos en los que se
enriquece la esencia con uno o mas ingredientes adicionales mediante un proceso
especifico. Por otro lado, los aceites esenciales sintéticos se fabrican combinando sus
componentes mediante procesos de sintesis quimica. Debido a que son econémicos, se
usan mas como fragancias y agentes saborizantes (Ramos, 2019).

Los aceites esenciales poseen multiples aplicaciones en diversas industrias tales como:
las farmacéuticas donde diversos grupos de investigacion se encargan de llevar a cabo
estudios in vivo e in vitro de la actividad antibacteriana, antifingica, citotoxica y
antioxidante, entre otras; industria alimentaria donde los aceites esenciales se usan para
dar sabor a carnes cocidas, salchichas, sopas, helados, quesos y mas.

Los aceites esenciales mas comunmente utilizados en esta industria abarcan variedades
como el cilantro, la naranja y la menta, su aplicacion se extiende a la produccién de
bebidas alcohdlicas y no alcohdlica. Para este prop6sito, se emplean extractos de naranja,
limén, menta e hinojo, entre otros; en la produccién de dulces, pralinés y nuevos
productos de confiteria. Ademas, la industria cosmética utiliza aceites en la fabricacion
de cosméticos, jabones, perfumes y colonias. Destacan el aceite de geranio, lavanda, rosa

y pachuli, entre otros (Ramos, 2019).

2.4.3 Aceites esenciales como conservante de alimentos

Los beneficios antimicrobianos y antioxidantes de los aceites esenciales los convierten en

una opcion idénea como fuente de alimento seguro. Estos compuestos, que estan
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presentes en diferentes partes de las plantas son utilizados en la medicina tradicional
desde hace siglos para tratar diversas enfermedades. En la actualidad, se estan realizando
investigaciones sobre su potencial como alternativa a los conservantes quimicos

convencionales en la industria alimentaria (Ceballos & Londofio, 2017).

Los estudios realizados por Ceballos & Londofio (2017) han demostrado que los aceites
esenciales poseen propiedades antimicrobianas efectivas contra una amplia variedad de
microorganismos, incluyendo bacterias, levaduras y mohos. Asimismo, se ha
comprobado que estos aceites presentan actividad antioxidante, lo que contribuye a
prevenir la oxidacion de lipidos y proteinas en los alimentos. La oxidacion puede
provocar cambios en el sabor, el aroma y la calidad nutricional de los alimentos, lo que a

su vez puede reducir su tiempo de conservacion.

2.5 Orégano (Origanum vulgare L.)

Se trata de una planta perteneciente a la familia Lamiaceae que caracteriza el aroma y
procede de la zona mediterranea. Es conocida por ser una especie y planta medicinal. De
acuerdo con las investigaciones de Giannenas & Bonos (2018), esta planta alberga una
variedad de compuestos bioactivos, tales como carvacrol, timol, p-cimeno e y-terpineno,
los cuales le confieren propiedades antioxidantes, antimicrobianas, antiinflamatorias,

antitumorales y antiflngicas.

Diversas investigaciones han corroborado la capacidad para combatir bacterias como
Escherichia coli, Salmonella spp. y Listeria monocytogenes (Hyldgaard, 2012). Segun
Zhang et al (2015) indica que el orégano tiene propiedades antioxidantes que ayudan a
prevenir la oxidacion de los lipidos en los alimentos, contribuyendo asi a su conservacion.
Ademas de su aplicacion en la industria alimentaria, el orégano también ha sido objeto de

estudio por posibles favores para la salud humana. EI consumo de comida puede reducir
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la inflamacion vy el estrés oxidativo en el cuerpo, lo que puede prevenir enfermedades

cronicas como cardiovasculares y el cancer.

2.5.1 Taxonomia del orégano

El orégano es una planta Ilamada Origanum vulgare L., que pertenece al género
Origanum de la familia Lamiaceae. De acuerdo con Fellenberg & Pérez (2020), este
género se origind en la region mediterranea y engloba aproximadamente 40 especies
diferentes. En particular, destaca por ser ampliamente utilizada tanto en la industria

alimentaria como en la medicina tradicional.

La taxonomia completa del orégano de conformidad con la base de datos de plantas del

Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA), es la siguiente:

Reino: Plantae

Subreino: Traqueobionta

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Lamiales

Familia: Lamiaceae

Género: Origanum

Especie: Origanum vulgare L.

Segun Gonzalez-Trujano et al. (2017), existen varias subespecies y variedades de
Origanum vulgare, entre ellas Origanum vulgare subsp. hirtum, también conocido como
orégano griego, y Origanum vulgare subsp. vulgare, conocido como orégano espafiol o

silvestre. Sin embargo, la clasificacion exacta del género Origanum y sus especies ha sido
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objeto de varias revisiones taxondmicas en el pasado y aun se debate en algunos casos

(Fellenberg & Pérez, 2020).

2.5.2 Composicion quimica del orégano

Es una planta olorosa ampliamente utilizada en la medicina tradicional y en la
gastronomia debido a su contenido de compuestos bioactivos. La composicion quimica
del orégano puede variar debido a factores como la variedad de arbusto, clima, suelo y el

momento de la cosecha (Gonzalez & Trujano, 2017).

Tiene una gran cantidad de componentes volatiles que se encuentran en las glandulas
secretoras de las hojas y las flores. Se localiza el carvacrol, el timol, el p-cimeno, el y-

terpineno y el B-felandreno (Alvarez & Rivera, 2020).

Ademaés de los aceites esenciales, el orégano es una fuente rica en compuestos fendlicos,
como el &cido rosmarinico, &cido cafeico, acido clorogénico y flavonoides. Estos
componentes exhiben propiedades que incluyen la capacidad antioxidante,
antiinflamatoria y antimicrobiana. Por otra parte, el orégano también contiene una amplia
variedad de terpenos, como el B-cariofileno, a-pineno, B-pineno, limoneno y terpineno,
los cuales exhiben propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias y analgésicas. Ademas,
el orégano es una fuente de acidos grasos, como el acido oleico y &cido linoleico, que

ofrecen beneficios para la salud (Gonzélez & Trujano, 2017).

2.5.3 Beneficios del orégano

El orégano es una planta herbacea ampliamente que se usa en la medicina tradicional
como en la cocina. Segun la investigacion cientifica, se le atribuyen diversos beneficios

que se detallan a continuacién:
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e Propiedades antioxidantes: el orégano contiene compuestos antioxidantes, como
el &cido rosmarinico y el carvacrol, que han demostrado reducir el estrés oxidativo
en el cuerpo y una defensa contra el dafio celular ocasionado por los radicales
libres (Silva, 2018).

e Propiedades antimicrobianas: el orégano contiene compuestos como el timol y
carvacol, los cuales exhiben actividad antimicrobiana contra bacterias, hongos y
virus, contribuyendo a combatir infecciones y promover la salud (Pandia & Solari,
2021).

e Propiedades antiinflamatorias: el acido rosmarinico presente en el orégano posee
propiedades antiinflamatorias, mostrando efectos beneficiosos al reducir la
inflamacion en distintas partes del organismo (Monroy & Arrieta, 2022).
Asimismo, los compuestos como el carvacrol y el timol pueden aliviar los
sintomas de infecciones respiratorias, mostrando propiedades antitusivas y

expectorantes.

2.5.4 Produccion del orégano en el Ecuador

De acuerdo con Moreno (2018), en Ecuador, la produccion de orégano se concentra
principalmente en las provincias de Cotopaxi, Imbabura, Pichincha y Tungurahua,
situadas en la region andina del pais. Estas areas cuentan con condiciones climaticas y
caracteristicas de suelo favorables para el cultivo de esta planta. La produccién de
orégano en Ecuador se lleva a cabo principalmente en pequefias fincas y se ha
caracterizado historicamente por ser un cultivo tradicional y de subsistencia. Sin
embargo, en los ultimos afios se ha registrado un incremento en la demanda internacional
de orégano, lo cual ha impulsado una mayor profesionalizacion en el sector y un aumento

en la productividad (Sanchez & Pérez, 2020).
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En Ecuador, se cultivan principalmente dos variedades de orégano: el Origanum vulgare
y el Lippia graveolens. EI Origanum vulgare es la variedad mas comdn y se utiliza en la
produccidn de aceites esenciales y condimentos, mientras que el Lippia graveolens se

utiliza principalmente en la produccién de té (Moreno, 2018).

El cultivo de orégano no requiere de grandes cantidades de fertilizantes ni pesticidas, lo
que lo convierte en una opcion mas sostenible y respetuosa con el medio ambiente

(Sanchez & Pérez, 2020).

2.5.5 Efecto antimicrobiano del orégano

El aceite esencial de orégano es uno de los ingredientes mas conocidos por su capacidad
para combatir bacterias. Segin Rota (2008), este aceite esencial puede ayudar a inhibir
una amplia gama de microorganismos, incluidos virus, hongos y bacterias gram-
negativas y gram- positivas. Los ingredientes del orégano, otros del aceite esencial,
también han sido objeto de investigacion en relacion con sus propiedades
antimicrobianas. Para Stevi & Stankovi (2014), el timol y carvacol son los dos principales

compuestos activos, responsables de la actividad antibacteriana del orégano.

Los resultados de investigaciones cientificas han evidenciado que el orégano posee
propiedades inhibidoras del crecimiento de microorganismos patégenos como Listeria
monocytogenes, Escherichia coli, Salmonella y Staphylococcus aureus (Fuentes, 2019).
Ademas, se ha observado que el orégano puede desempefiar un papel preventivo en la
proliferacion de microorganismos en alimentos. Por ejemplo, de acuerdo con Montoya &
Rodriguez (2022), la inclusion de conservante en la carne de pollo cruda puede ser eficaz

para evitar el crecimiento de microorganismos patdgenos durante su almacenamiento.

2.6 Cromatdgrafo de gases
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La técnica de separacion de gases se basa en la diferencia distribucion entre una fase
movil gaseosa y fase estacionaria inmovilizada. Este proceso se lleva a cabo mediante un
sistema bifasico, en el cual la fase estacionaria retiene los compuestos a ser separados,

mientras que la fase mavil los desplaza a través de la fase estacionaria (Zamora, 2017).

2.7 Microorganismos gram negativo

Las bacterias Gram negativas se definen por tener una estructura de pared celular que
consiste en una capa delgada de peptidoglicano y una membrana externa que contiene
lipopolisacaridos y proteinas (Boucher et al.,, 2009). Los microorganismos Gram
negativos son un grupo diverso de bacterias que incluyen patdgenos humanos importantes
como Escherichia coli, Salmonella, Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii

(Boucher et al., 2009).

Una de las caracteristicas distintivas es la existencia de una capa externa membranosa,
soporta resistencia a muchos antimicrobianos y las defensas del huésped. Esta membrana
externa también les permite resistir condiciones ambientales extremas, como la
exposicion a detergentes y acidos (Cruz, 2015). Ademas, los microorganismos Gram
negativos pueden ser dificiles de tratar debido a la presencia de bombas de eflujo que les
permiten eliminar los antimicrobianos del citoplasma y reducir su concentracion

intracelular.

El aumento de la capacidad de defensa a los agentes antibacterianos en los
microorganismos Gram negativos es una preocupacién global y ha llevado a la busqueda
de nuevos tratamientos, como la terapia combinada de antimicrobianos y la identificacion
de nuevas dianas terapéuticas (Boucher, 2009). En la presencia de bacterias Gram
negativas en los alimentos, incluidos los embutidos, son indicadores de contaminantes y

una gran posibilidad de fuente de enfermedades transmitidas por alimentos (OPS, 2017).
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Por lo cual, es importante establecer requisitos microbiologicos para estas bacterias en

los alimentos para obtener una mejor garantia en la seguridad alimentaria y su calidad.

La Comision del Codex Alimentarius ha establecido valores altos permitidos hacia la
presencia de algunas bacterias Gram negativas en los alimentos. Por ejemplo, el limite
maximo para la disposicion de E. coli, en embutidos crudos es de 1000 unidades
formadoras de colonias por mililitros (UFC/mL) (Codex Alimentarius, 2021). Ademas,
en cuanto a la industria alimentaria, los fabricantes de embutidos también establecieron
sus propios requisitos microbioldgicos internos para garantizar la seguridad de sus
productos. En una investigacion realizada en Espafia encontré que los fabricantes de
embutidos establecieron limites para la presencia de E. coli en sus productos que eran los
limites establecidos por la legislacién espafiola que los estipulados por la Comision del
Codex Alimentarius (Diaz & Acosta, 2018). Es un factor importante para considerar
calidad y seguridad de los embutidos, se deben cumplir con los limites que se establezcan

por las autoridades sanitarias para afianzar la seguridad del producto.

2.8 Escherichia. Coli

Escherichia coli es un microorganismo que se localiza habitualmente en el intestino de
animales y humanos. Es una bacteria extremadamente adaptable que mantiene la
capacidad de realizar una extensa gama de funciones metabdlicas, que abarcan desde la
sintesis de vitaminas hasta la fermentacion de carbohidratos (Schaumburg, 2023). No
obstante, ciertas cepas de E. coli son nocivas Yy tienen la capacidad de ocasionar una
diversidad de enfermedades, desde diarrea hasta infecciones graves del tracto urinario y

sepsis.

Una de las cepas de Escherichia coli, es O157:H7, la cual produce una toxina conocida

como Shiga, puede ocasionar el sindrome urémico hemolitico (SUH), una complicacion
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con potencial mortal. Ademas, E. coli es un patdgeno transmitido por alimentos
importante, que puede contaminar los alimentos durante la produccion, el procesamiento

y la preparacion (Schaumburg, 2023).
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3 Materiales y métodos

3.1 Extraccion del aceite esencial de orégano (Origanum vulgare) mediante el método
de destilacion por arrastre de vapor.

A partir del enfoque expuesto por Servio (2018), se procedié a extraer el aceite esencial
del orégano mediante el método de destilacion por arrastre de vapor por medio de un
destilador semi industrial de acero inoxidable, compuesto por tres canastas y una tapa
hermética. Se realizo la extraccion del aceite esencial utilizando 7 kg de materia vegetal
se distribuyeron uniformemente en el destilador en una proporcion de 1,5 L de agua
destilada por cada kg de materia prima, permitiendo que el vapor de agua circulase
adecuadamente alrededor del material vegetal. La temperatura del equipo se elevo a 92
°C para empezar el proceso de separacion de la solucion agua-aceite, a través del método

de decantado se obtiene aceite puro Figura 1.

A continuacion, se procedio a colocar el aceite esencial de orégano en un frasco de
tonalidad &mbar con el fin de prevenir la degradaciéon ocasionada por la luz. Para
garantizar su conservacion Optima, el aceite se debe almacenar a una temperatura de 4
°C. De acuerdo con Servio (2018), no es necesario moler la planta de orégano, ya que su

tamafio era adecuado para el proceso de extraccion.
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Método de destilacidn por arrastre de vapor en destilador semi industrial
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Figura 1 Método de destilacion por arrastre de vapor en destilador semi industrial.

Elaborado por: (Las autoras, 2023)

3.2 Propiedades fisicas del aceite esencial de orégano (Origanum Vulgare L.)

3.2.1 Densidad

Se empleo6 un picnémetro de 5 mL para medir la cantidad de aceite esencial de orégano,
después, se llend con aceite esencial extraido y se volvio a pesar. EIl parametro se calculd

mediante la ecuacién basada en la diferencia de peso (Abalco, 2020).

_ (g picnémetro + muestra) — (g picnémetro)
B (mL picndmetro)

Ecuacién 1 Densidad
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3.2.2 Rendimiento
Se consideraron en cuenta el peso total de la materia prima destilada y la cantidad de

aceite obtenido (Barreiro & Cabezas, 2017).

Para llegar al resultado se utilizd la siguiente ecuacion:

L Pi seco antes de la extraccién — Pf aceite esencial despues de la extraccién
%Rendimiento = - — * 100
Pi seco antes de la extraccion

Ecuacion 2 Rendimiento

3.3 Analisis cromatdgrafo del aceite esencial de orégano

El aceite esencial de orégano fue evaluado mediante GC- MS de acuerdo con el método
empleado por Scalvenzi et al., (2017). La muestra fue preparada mediante la dilucién de
10 uL del AEO en 990 uL de hexano en un vial de 1,5 mL, la cantidad de inyeccion fue
de 2 uL. L a composicion quimica del AE se determiné mediante un sistema GC- MS
Bruker, cromatdgrafo modelo 436 SCION® conectado a un detector de masas. Se utilizo
una columna BR-5 ms de 30 m de longitud por 0,25 mm de diametro interno, 0,25 mm
de espesor de pelicula y una temperatura de 260 °C. El gas portador fue helio a una tasa

de 1 mL/ min con un radio de split de 1,20 Figura 2.

La identificacion de los componentes se obtuvo por comparacion de los tiempos de
retencion obtenidos con librerias computarizada del equipo GC-MS. Las bases de
“WILEY-NIST 2009 & Adams 2017” se utilizaron aplicando el criterio de puntuacion
superior a 90% para comparar las similitudes estructurales de los espectros de masas
experimentales con los obtenidos. El software empleado en este analisis de compuestos

fue MS-Workstation de Bruker con integracion al NIST-MS-Search.
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Anadlisis del aceite esencial de orégano por GC- MS
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Figura 2 Analisis del aceite esencial de orégano por GC-MS
Elaborado por: (Osorio, 2020)

3.4 Preparacion del inoculo de E. coli

3.4.1 Activacion CryoBank

En este procedimiento se retird el vial de CryoBank del congelador para remover la tapa

que contiene el microorganismo Escherichia coli (ATCC 25922), se separ6 una perla del

vial con un asa de aguja para la inoculacion en un tubo que contenia el medio de cultivo

TSB (Tryptic Soy Broth), el vial de Cryobank se trasladé a congelacion para su

conservacién y el tubo TSB con el inoculo se almaceno para su previo uso (Vega, 2015).

3.4.2 Estandarizacion del inoculo
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La cepa E. coli (ATCC 25922) previamente preparadas en los tubos TSB fue sembrada
en cajas petri con agar nutritivo con el método de estriado basico. Las placas fueron
incubadas a 37 °C durante 24 horas. Se prepar6 una suspension bacteriana en agua
peptonada al 0,1% para ajustar el tubo a la escala Mac Farland al 0,5% (1,5 x 108
UFC/mL) Figura 3. Esto se denominara inoculo segun el método descrito por Valles &

Huaman (2014).

Método de McFarland
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Figura 3 Método de McFarland
Elaborado por: Elaborado por: (Hilvay, 2015)

3.5 Evaluacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) por macrodilucién en
caldo.

3.5.1 Preparacién del aceite esencial del orégano (Origanum vulgare L.)

Se realizaron diferentes concentraciones del aceite esencial, incluyendo 5%, 10%, 20% y
30%. Para alcanzar la concentracion del 5%, se agregaron 50 uL de aceite esencial (AE)
aun tubo eppendorf que contenia 950 pL. de DMSO (dimetilsulféxido). Se diluy6 100 puL
de AE en 900 uLL. de DMSO para la concentracion del 1°%. En la concentracion del 20%,
se mezclaron 200 uL de AE con 800 uL. de DMSO. Finalmente, a la concentracion 30%,
se agregaron 300 pL de aceite esencial a 700 uL. de DMSO, siguiendo el método descrito

por Ortega (2018).
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3.5.2 Meétodo de macro dilucion en caldo.

Mediante el método de macro dilucion se prepar6 tubos de 5 mL de caldo TSB méas 1 mL
de la cepa E. coli ATCC 25922 se homogenizo por 30 segundos en el vortex y
posteriormente se llevo a incubar a 37°C por 24 horas, luego los tubos se inspeccionaron
visualmente en busca de una ligera turbidez perceptible, por consiguiente, se elaboraron
en tubos eppendorf las diluciones con DMSO y AEO en las concentraciones 5%, 10%,
20% y 30%, transcurrido las 24 horas se procedié agregar en los tubos 1 mL de las
diluciones del aceite esencial del orégano se llevo a incubar por 24 horas a 35 °C (Lopez,

2018).

Para el recuento de microorganismos, a partir de los tubos se sembro una alicuota de
1000 pL en placas petrifilm, se incubo las placas por 48 horas a 35°C para realizar el

conteo de colonias. Todo el ensayo se realizo por triplicado. Figura 4
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Figura 4 Método de macro dilucion
Elaborado por: (Las autoras, 2023)

3.6  Evaluacion actividad antimicrobiana por el método de difusion por disco

En una caja estéril se prepararon 5 discos de cada concentracion del aceite esencial (5%,

10%, 20%, 30% y control negativo DMSO), por cada disco blanco se afiadio 20 pL de las

concentraciones dejando secar por 15 minutos. En cada caja petri con Agar Nutritivo se

coloco 100 pL del inoculo con ayuda del asa de Digrasky se procedio a esparcir el

microorganismo e incorporar los discos previamente preparados con las diferentes

concentraciones y como control positivo se utilizd la nitrofurantoina; se llevo las cajas

Petri a la incubadora a 37°C por 24 horas (Lopez, 2018). Todo este método se realiz6 por

triplicado. Figura 5
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Figura 5 Método de difusion en discos
Elaborado por: (las autoras, 2023)

3.7 Elaboracién del embutido artesanal porcino

3.7.2 Materia prima

La normativa INEN 1338 establece los criterios que la materia prima debe cumplir en la
produccidn carnicos procesados que incluye a los embutidos porcinos, la materia prima
debe ser fresca y en buenas condiciones, la carne debe provenir de animales sanos que
sean aptos para el consumo humano, la carne debe estar libre de cualquier agente
patdgeno, parasito u otra contaminacion se deben evitar elementos que puedan
comprometer y calidad del producto final, en el uso de carne de animales sacrificados de
forma ilegal. También se debe evitar el uso de carne que haya sido sometida a multiples
ciclos de congelacion y descongelacién. Ademas, es necesario que la materia prima esté
correctamente identificada y se transporte de manera adecuada desde su lugar de origen

hasta su destino. (INEN, 2012).
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Cumpliendo con las disposiciones de acuerdo con la normativa INEN 1338, se compro
carne y grasa de cerdo en un supermercado en el cual se observo su estado de frescura,
coloracion y ausencia de olores, se procedio a pesar 700 g de carne y 300 g de grasa de
porcino para elaborar el embutido para cada tratamiento, incorporando sales nitrales,

inoculo y aceite esencial del orégano (Nieves, 2019).
3.7.3 Troceado y molido

Se cort6 en fragmento de 2 cm la carne y la grasa, posteriormente se dejo en el congelador
por 12 horas a 4°C para evitar que la grasa pierda su colageno, luego se coloco la carne y
grasa en la maquina trituradora de carne industrial y se dio una segunda molida para

obtener una mezcla homogénea (carne mas fina) Figura 6 (Nieves, 2019).

Molido de la carne

Figura 6 Molido de la carne
Elaborado por: (Las autoras, 2023)

3.7.4 Cutterizar

Se dividié cada 100 g de carne para los diferentes tratamientos Figura 7, el primer
tratamiento se agregaron 10 g de carne mas 20 uL aceite esencial de orégano, segundo
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tratamiento se incorpor6 10 g de carne en 0,4 g de sales nitrales y el tercer tratamiento no
se afiadié ningun de los conservantes, finalmente se mezclaron para tener una pasta fina
de la carne. No se va a afiadir ningin condimento para corroborar un mejor resultado en

los distintos tratamientos (Nieves, 2019).

3.7.5 Embutido

Se incorporo0 la pasta de carne en la maquina cilindrica de embutidos modelo GREY —
10L, afiadiendo la tripa natural, evitando que, entre aire para no obtener embutidos

flacidos, proporcionando un peso de 50 g para cada embutido (Nieves, 2019). Figura 7

Elaboracién del embutido
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de alta calidad, se peso 700 gr carme para obtener una tratamientos \‘
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T2:10gr + 0.4 gr sales nitrales Se reallzo por
T3: No se afiadio ningin triplicado

conservante

Embutido de cerdo.
T1: Embutido con aceite esencial 5%. Lamasa se Introduce en tripa
T2: Embutido con sales nitrales. natural o sintética, utilizando

T3: Embutido sin conservantes. g mequna smRvtre,

Figura 7 Preparacion del embutido
Elaborado por: (Las autoras, 2023)

3.8 Evaluacion de la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Orégano
(Origanum vulgare)

Mediante la metodologia de Nieves (2019) se tomd un porcentaje especifico del aceite

esencial de orégano del 5% para evaluar su actividad antibacteriana contra la bacteria E.
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coli. Se realizaron embutidos con carne y grasa. El primer tratamiento consistio en la
aplicacion del AE de orégano al 5% + 10 mL del inoculo de E. coli, el segundo tratamiento
utilizo sales nitrales mas 10mL del inoculo de E. coli y el tercer tratamiento se realiz6 sin
ningun aditivo méas 10 mL de E.coli., para la realizacion de los diferentes tratamientos se
tom6 10 g de los embutidos previamente tratados en una funda hermética y
adicionalmente se agreg6é 10 mL del inoculo y se homogenizo. Finalmente, esta mezcla
se incorporo en los frascos boecos que contenian 90 mL de agua peptonada 0,1%, estas
muestras fueron llevados al shaker por 24 horas, trascurrido este tiempo se tomd en cuenta
el Método Oficial AOAC 998.08 para realizar el analisis microbioldgico de E. coli., se
realizaron diluciones seriadas de cada frasco boeco 10°del cual se tomé 1 ml colocandolo
en un tubo que contenia 9 mL de agua peptonada al 0,1% para obtener la concentracién
deseada 107 siguiendo el procedimiento se llegé a la dilucion 10 ya que la carga

bacteriana era alta. Figura 8

Método Oficial AOAC 2003.07
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Figura 8 Método Oficial AOAC 2003.07
Elaborado por: Elaborado por: (Hilvay, 2015)

Posteriormente, para el recuento selectivo de pruebas petrifilm ECC de E. coli. Tena
(2016) alude que se debe colocar un 1 mL de las muestras anteriormente preparadas y
descender con precaucion la capa superior para evitar la creacion de burbujas de aire. Se

Ilevaron las placas a incubar con el lado transparente hacia arriba durante 24 horas a 37°C.
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Para la interpretacion de resultados de coliformes se tomara en cuenta intensidad del
color, el tono rojo-parpura/ azul marino debe contarse para la deteccion de E. coli, cuando
existe un gran namero de colonias es dificil el conteo, se debe tomara un cuadrante,
contabilizar las colonizaciones y esto multiplicarlo por la cantidad total de cuadrantes o
se puede expresar los resultados como Unidades Formadoras de Colonias por gramo o

mililitro (UFC/g o mL) de la muestra, aplicando la siguiente ecuacion:

UFC _ # de colonias en la placa * el inverso de la dilucion original

mL Volumen de muestra inoculada en el medio (mlL)

Ecuacién 3 UFC/mL

3.9 Caracteristicas organolépticas del embutido

Una vez que se obtuvo el embutido, la Institucion Ecuatoriana de la Normalizacion
(INEN) 1338 menciona que “las condiciones organolépticas deben ser caracteristicas y
estables para cada tipo de producto durante su vida util” como: sabor, olor y color propios

del producto terminado (INEN, 2012)

3.10 Analisis estadistico

En el estudio se utiliz6 un “Disefio Completamente al Azar (DCA)” con tres tratamientos
durante un periodo de 15 dias. Los resultados fueron analizados con el software Infostat
para observar posibles diferencias significativas entre los tratamientos. Ademas, se llevo
a cabo la prueba post hoc de TUKEY para identificar las diferencias en las medias

(Nieves, 2019).

Ta = qa(k,N — K),/CMgIn;
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CMg = Cuadrado medio del error

n; = Numero de observaciones por tratamientos

k = Numero de tratamientos

N — k = Grados de libertad para el error

a = Nivel de significancia

Ecuacion 4 Tukey

qa(k, N — K) = Son puntos porcentuales de la distribucién del rango estudentizado.

Se consideran significativamente distintas las parejas de medias cuya diferencia absoluta

en la muestra sea mayor que el valor critico Ta.

Tabla 1 Tratamientos

Producto Tratamientos Cadigo
AE 5% + 10 mL inoculo PE-1
Sal nitral 0,4 g + 10 mL PE- 2
inoculo
Embutido de carne
No se aplico conservante + PE- 3

10 mL del inoculo

Elaborado por: (Las Autoras, 2023)
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4 Resultados y discusion

4.1 Extraccion del aceite esencial de orégano (Origanum vulgare) mediante el método
de destilacion por arrastre de vapor.

Como resultado del proceso de extraccion, se obtuvo al finalizar el proceso un volumen
de 40 mL del aceite esencial de orégano, sobre los constituyentes examinados en la Tabla
2, segun la Ecuacion 1 se obtuvo una densidad de 0,9100 g/mL, superior a la del estudio
realizado por Abalco (2017) y comparable a los resultados encontrados en el trabajo

experimental actual.

En cuanto al rendimiento obtenido por medio de la Ecuacion 2 fue de 0,99% , tiene una
relacién con el estudio de Vera & Zambrano (2017), cual menciona que promedio del
método de arrastre de vapor se observd un promedio del 0,83% del aceite esencial de
orégano, en funcién a lo encontrado se llegd a determinar que el rendimiento es diferente
a los presentados por Sanchez & Razuri (2017) en donde se reporta un valor de 0,20%
de orégano, dependera de varios factores como la variedad de orégano, la estado de la

planta y la técnica de extraccion empleada son factores determinantes.

Tabla 3 Variables asociadas a la obtencion del aceite esencial de orégano

Componentes Orégano (Origanum Vulgare L.)
Materia vegetal 7 kg
Agua destilada 11L
Tiempo 3-4h
Temperatura 92 °C
Volumen total del aceite esencial 40 mL
Color Amarillento oscuro
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Densidad 0,9100 g/ mL

% Rendimiento 0,99%

Elaborado por: (Las Autoras, 2023)

4.2 Composicion quimica del aceite esencial de orégano (Origanum vulgare)

En la Tabla 4 se muestran los compuestos detallados, su tiempo de retencion y el

porcentaje total de la muestra.

Tabla 5 Compuestos quimicos del aceite esencial de orégano (Origanum vulgare L.,)

Nombre de los compuestos Tiempo de % del
retencion Total
6,91 Sabineno 4,90 5,21
1,6-Octadieno, 7-metil-3-metileno 5,39 3,53
1,3-ciclohexadieno, 1-metil-4-(1-metiletilo) 6,28 9,6
8,59 Cimeno 6,60 7,57
8,70 Felandreno<beta> 6,78 4,19
2-oxabiciclo[2,2,2]octano, 1,3,3-trimetil 6,87 4,59
8,96 Ocimeno<(Z)-beta> 7,11 3,54
9,78 Terpineno<gamma> 8,05 3,87
10,20 Hidrato de sabineno<cis->(IPP frentea 8,77 3,36
OH)
4-isopropilideno-1-ciclohexeno 9,38 4,47
5-1sopropil-2-metilbiciclo[3.1.0]hexan-2-ol 10,52 3,86
11,41 Hidrato de sabineno<trans>(IPP frente 11,92 3,73
a OH)
14,66 Terpinen-4-ol 16,03 14,85
1-I1sopropil-2-metoxi-4-metilbenceno 20,45 2,84
17,61 Carvacrol, éter metilico 21,27 5,67
16,42 Formiato de linalol 22,86 2,93
19,71 Timol 27,35 7,59
20,14 Carvacrol 27,98 4,96
Isocariofileno 38,19 2,57

Elaborado por: (Las Autoras, 2023)

Se identificaron como los constituyentes principales Terpinen-4-ol (14,85), Timol (7,59)
y Carvacrol (4,96), menciona Araujo (2016) que estos compuestos tienen propiedades
como: biosida, antinflamatorias, antioxidantes y antimicrobianas de amplio espectro entre

bacterias, hongos y virus.
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Se obtuvo valores diferentes a los reportados del estudio Tellez & Nolazco (2017), se
basaron por el método de arrastre de vapor, presentando un aumento de L-4 - terpineol
(26,56 %), timol (18,80 %) y carvacrol (2,24 %). En comparacion a la investigacion de
Mera (2020), mediante el método de hidrodestilacion gener6 mayor proporcion de
carvacrol 62,41%, el cual le da a la planta un gran valor nutricional adicional ofreciendo
numerosas propiedades microbioldgicas y antisépticas, recomienda su uso como
bioconservante en la industria alimentaria.

Al observar los resultados obtenidos de nuestro proyecto, comparandolo con distintas
investigaciones (Tellez & Nolazco; Mera) podemos observar que la composicion quimica
de interés, como el timol y carvacrol, exhiben propiedades diferentes y el porcentaje se

va a diferenciar por las distintas formas de extraccion del aceite esencial de orégano.

4.3 Concentracion minima inhibitoria

Para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial
de orégano sobre la cepa bacteriana Escherichia coli, el resultado a las concentraciones
de 5%, 10%, 20% y 30% se pudo visualizar que no hubo turbidez lo que indica que no
existio crecimiento bacteriano por lo que aceite esencial inhibié el desarrollo de la
bacteria. Por lo que se tomara la concentracion mas baja que es del 5% como CMI ya que

inhibio el crecimiento de la cepa Escherichia coli,

Por ende, estos resultados fueron semejantes con los de Souza (2008) que no obtuvo
crecimiento bacteriano en las concentraciones de 0,5 hasta 10% y consiguidé un
crecimiento bacteriano al 20% hasta el 60% con el mismo microorganismo. A diferencia
con Lopez (2018) que presento crecimiento bacteriano al 30% y negativo al 60% y 90%,
debido a las variaciones que se dan con los diferentes extractos alcoholicos que sean

necesarios para tener mayor concentracion para la inhibicion del crecimiento de la cepa.
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4.4  Meétodo de difusion por discos

Para la lectura de resultados, se usé de referencia como lo indicado por Lagos (2012),
frente a la sensibilidad bacteriana de Escherichia coli; en la cual un didmetro de halo de
8mm indica una sensibilidad nula, un diametro de 9 a 14 mm sensibilidad, un halo de 15

a 19 mm muy sensible y superior 20 mm sumamente sensible.

Los discos empapados en diferentes concentraciones del AEO se describen en la siguiente

Tabla 6

Tabla 6 Diametro en milimetros (mm) de lo halos de inhibicion alcanzados por el aceite
esencial de orégano

Aceite  Concentracion Promedio DE Control + Control
esencial (nitrofurantoina) —
de (DMSO)
orégano 5% 8,21 0,10
10% 8,65 0,27
20% 7.16 017  ifA4Lmm 0 mm
30% 10,69 0,59

Elaborado por: (Las Autoras, 2023)

Se evidencia la actividad antibacteriana del aceite esencial de orégano frente a
Escherichia coli, se observd que, a una concentracién mas alta, especificamente al 30%,
se logré un halo de inhibicion de 10,69 mm, lo cual indica que el aceite puede inhibir el
crecimiento de la bacteria. Asimismo, la concentracion del 20%, obtuvo un halo de
inhibicion a 7,16 mm, lo cual concuerda con los resultados encontrados en el estudio de
Medrano (2020), donde a la concentracion de 20% obtuvieron un halo de 8 mm
observando asi una sensibilidad bacteriana nula frente al microorganismo Eschericiha
coli; para el 10% se obtuvo un halo de 8,65 mm teniendo en cuenta lo descrito por Lagos
(2012), la sensibilidad bacteriana es nula en comparacion en el ensayo de Ortega (2018),
el cual a esa concentracion obtuvo un halo de 13 mm, puede darse por las diferentes

maneras de extraccion del AE, al 5% se alcanzo un halo de 8,21 mm al observar el ensayo
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de Sanchez & Manizales (2020), al utilizar el aceite esencial a esa concentracion no
obtuvieron un halo de inhibicion esto es debido al disolvente que se trabajé con el aceite,

por lo que no obtuvieron una buena homogenizacion en sus resultados.

En el estudio se empleo nitrofurantoina como control positivo con un halo 17, 41 mm,
estos resultados coinciden con el estudio realizado por Ortega (2018), donde se uso la
metaciclina como antibi6tico, obteniendo un halo de inhibicion de 17 mm, indicando que
Escherichia coli, es altamente sensible a estos antibioticos. Basado en la metodologia de
Maravi, (2012) se us6 como control negativo al DMSO, no presentaron halos inhibitorios
en ninguna de las cajas Petri, sirvié para mantener un control de calidad que garantice la

siembra del microorganismo. Figura 9

Resultados del método por difusién en discos

Figura 9 Resultados del método por difusion en discos
Elaborado por: (Las Autoras, 2023)

4.5 Evaluacion de la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Orégano en el
embutido (Origanum vulgare L.,)

Para el conteo de UFC se realiz6 diluciones seriadas de cada frasco boeco que contenia
10 mL del inoculo, 10g del embutido y 90 mL de agua peptonada al 0,1% del cual se

tom6 1 ml colocandolo en 9 mL del agua peptonada al 0,1% logrando la dilucion
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denominada 10! siguiendo el procedimiento se lleg6 a la dilucién 10 ya que la carga

bacteriana era alta.

Se realizo el conteo inicial del inoculo de UFC/mL en la dilucién 10°siguiendo la formula

UFC _# de colonias en la placa * el inverso de la dilucion original

mL Volumen de muestra inoculda en el medio (mlL)
UFC 3%10°
mL 1 (mlL)

UFC
—— = 300,000
mL
Ecuacion 5 Obtencion de UFC/mL

Transcurridas las 24 horas y tomando en cuenta los debidos tratamientos se obtuvieron

los siguientes resultados Tabla 7.

Tabla 8 Porcentaje de inhibicion y total de UFC/mL en los tratamientos

24 horas
P1 P2 P3
Total,
Tratamientos % de inhibicion Promedio | UFC/mL
Aceite
esencial 20% | 13,33%| 16,16% 16% 50000
Sal nitral 33,30% 10% 6,60% 17% 50000
Control 0% 0% 0% 0% | 290000
144 horas
P1 P2 P3
Total,
Tratamientos % de inhibicion Promedio | UFC/mL
Aceite
esencial 100% 6,60% 100% 69% 6667
Sal nitral 100% 7% 3,30% 37% 10000
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Control | o%] 0%| 0% 0%| 746667
264 horas
P1 P2 | P3
Total,

Tratamientos % de inhibicion Promedio | UFC/mL
Aceite

esencial 10% 6,60% 3,30% 7% 15000
Sal nitral 100% % 100% 69% 10000
Control 0% 0% 0% 0%| 775000

Mediante la metodologia de Nieves (2019) en 24 horas se demuestran resultados con
mayor carga microbiana en el testigo de control que presento un porcentaje nulo, el
tratamiento con AEO al 5% presento una inhibicion del 16% en comparacion con el

tratamiento de sal nitral que presento un 17%.

Después del transcurso de 144 horas se ha observado que el tratamiento de control, que
no recibid ningun aditivo, exhibio la presencia mas significativa de microorganismos con
una carga microbiana. Por otro lado, el tratamiento con AEO al 5% mostro una inhibicién
mayor del 69%, mientras que el tratamiento con sal nitral revela un porcentaje del 37%.
Finalmente, a las 264 horas se obtuvo un crecimiento microbiano de E. coli en el testigo
de control. Por otro lado, el tratamiento con AEO al 5% mostrd una inhibicion del 7% en

comparacion con la sal nitral que consiguié un 69% de microorganismo en el embutido.

En un estudio anterior realizado por Buitron & Quispe en 2016, se observo un crecimiento
de Escherichia coli en funcion del tipo de tratamiento a lo largo del tiempo. El tratamiento
en blanco, que no recibid ningun tratamiento adicional, mostré un mayor crecimiento con
1% de inhibicidn. Por otro lado, el tratamiento con orégano 60% inhibié el crecimiento,
pero no es adecuado para el consumo debido a que el aceite a esta concentracion es toxico

para la salud humana.
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El tratamiento con AEO al 5% redujo la carga microbiana en comparacion con el testigo
control, pero aun mostré un crecimiento microbiano significativo. En cambio, el
tratamiento con sal nitral presentd el porcentaje de inhibicién mas alto al finalizar los dias
de evaluacion. Sin embargo, es importante tener en cuenta que segun la normativa INEN
(2012), el contenido méaximo permitido de Escherichia coli en embutidos crudos no debe
superar ciertos limites. Tabla 9

Tabla 9 Tabla requerimiento microbioldgicos para obtencion de embutidos crudos

n c m M METODO DE
Requisito ENSAYO

Aerobios mesofilos ufc/g * 5 3 1,0x10° [1,0x 10" | NTE INEN 1529-5
Escherichia coli ufc/g * 5 2 1.0x10° [1.0x10° | NTE INEN 1529-8
Staphilococus aureus ufc/g * 5 2 1,0x10° | 1,0 x 10° | NTE INEN 1529-14
Salmonella/ 25g * 5 0 ausencia |--- NTE INEN 1529-15
E. coli O157:H7 ** 5 0 ausencia |--- IS0 16654

* Requisitos para determinar tiempo de vida til

** Requisitos para determinar inocuidad del producto

Elaborado por: (INEN, 2012).

Segun los hallazgos de este estudio, se aprecia que los tratamientos de control, AEO al
5% vy sales nitrales exceden los limites establecidos, lo que hace inapropiado para el
consumo humano. Es importante tener en cuenta el disefio experimental, las condiciones
de cultivo y los criterios de evaluacion utilizados en este estudio para interpretar los

resultados obtenidos.

4.6 Analisis estadisticos

Tabla 10 Anélisis estadistico de los tratamientos 264 horas.

TRATAMIENTOS MEDIAS N E.E. LETRAS
CONTROL | 0,00 3 4,97 A
SAL NITRAL | 83,37 3 4,97 B
AEO | 83,50 3 4,97 B

“Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)”
Elaborado: (Las autoras, 2023)

P —valor: 0,001
Hipatesis nula: Todos los tratamientos inhiben el crecimiento bacteriano.

Hipotesis alternativa: Al menos un tratamiento inhibe el crecimiento bacteriano.
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La hipdtesis nula se rechaza debido a que el valor p- valor 0,001 es superior al valor p>

0,05, lo cual significa que al menos un tratamiento inhibe la carga bacteriana.

Al observar los resultados revelan que los tratamientos AEO y sal nitral no muestran
diferencias significativas entre si, debido a que tienen la misma letra (B), se detectaron
disparidades significativas entre en el tratamiento de control con AEO vy la sal nitral. A
diferencia del estudio de Lopez, et al. (2019) que utilizaron concentraciones 0,25 hasta
0,75% de aceite esencial de orégano presentando medias con letras iguales que significan

gue no hubo significancia en sus tratamientos en esas concentraciones.

4.7 Caracteristicas organolépticas del embutido

Astudillo (2014) sugiere que el hecho de que un alimento sea aceptado o rechazado
depende de muchos factores sensoriales como: el color, el olor, el sabor, textura e incluso
el sonido que genera durante su consumo. Todos estos atributos son importantes al disefiar
y desarrollar productos nuevos, el orégano al ser utilizado como un conservante genera
un olor agradable al olfato, adicional la textura del embutido es firme y el color es
caracteristico de una salchicha de carne percibiendo un color agradable a la vista, lo que

se pudo observar en los resultados de la primera semana de la Tabla 9.

En la segunda semana las caracteristicas cambiaron en el embutido, se observo que estaba
seco, tenia un color verdoso esto debe al envejecimiento del producto es porque tiende a
decolorarse rapidamente cuando se expone a la luz y al oxigeno en el cual el producto se
encuentra almacenado lo cual causa la formacion de metamioglobina que es la causante
de la decoloracion en la superficie del embutido, también tuvo un color rosado palido con
un olor a rancio y alrededor del embutido se encontrd puntos blancos en la superficie

asociado a hongos (Mucor racemosus).
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Siguiendo con las caracteristicas organolépticas para cada tipo de producto deben
permanecer estables a lo largo de su ciclo de vida y el producto no debe tener ningun
cambio o deterioro a causada de factores microbioldgicos, biologicos, fisicos o quimicos,
ademas debe estar libre de materias extrafias; por lo tanto podemos decir que el embutido
tiene un ciclo de vida de una semana, donde las caracteristicas organolépticas fueron
estables y no cambiaron por lo que el productos es aceptado, trascurrido el tiempo se
observo un deterioro del producto causado por factores microbioldgicos en consecuencia

el embutido.

Tabla 11 Propiedades organolépticas con el conservante natural (AEO)

Fecha Color Olor Textura
Dial Rosado Caracteristico del Firme
orégano
Dia 2 Rosado Caracteristico del Firme
orégano
Dia 3 Rosado Caracteristico del Firme
orégano
Dia 4 Rosado Caracteristico del Firme
orégano
Dia5 Rosado Caracteristico del Firme
orégano
Dia 6 Rosado palido Caracteristico del Firme
orégano con olor
rancio
Dia 7 Rosado palido Rancio Firme
Dia 8 Rosado palido Rancio Firme
Dia 9 Rosado palido Rancio Firme
Dia 10 Rosado palido Rancio Firme
Dia 15 Rosado pélido - con Rancio Firme
puntos blancos en
la superficie

Elaborado por: (Las Autoras, 2023)

Resultados similares se observaron en el estudio que realizo Hilvay (2015), en carne de
cuy, en la cual se coloc6 AEO en una concentracion 0,30 %, donde el numero de
microorganismo aumento con el tiempo. En un periodo de almacenamiento de 40 dias, la

carne procesada tuvo un control de calidad aceptable para el consumo humano, después
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del dia 41 de almacenamiento el crecimiento de bacterias tuvo un acenso ademas que el
color de la carne tenia signos de deterioro, envejecimiento, olor diferente y cambios en la

textura de la carne.
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5

Conclusiones

» En este estudio se comprobo la factibilidad de obtener AEO mediante el uso del

método de destilacion por arrastre con vapor utilizando un destilador
semiindustrial. Se logré obtener el volumen de 40 mL de aceite con una densidad

de 0,9100 g/mL.

El rendimiento alcanzado en este estudio fue del 0,99%, similar a investigaciones
anteriores que utilizaron el mismo método. Sin embargo, se observaron
diferencias en comparacion con otros estudios, lo cual sugiere que factores como
la variedad de orégano, el estado del arbusto y la técnica de extraccion pueden

influir en el rendimiento obtenido.

La concentracion minima inhibitoria optima del aceite esencial de orégano
encontrada en este estudio fue del 5%, lo que se asoci6 con una inhibicidn
significativa del crecimiento de Escherichia coli, a lo largo de los 15 dias de
investigacion. Estos hallazgos respaldan el potencial del AEO como un
conservante natural capaz de prevenir el crecimiento bacteriano en productos

alimenticios.

Se ha demostrado que los principios activos estudiados, el timol y el carvacrol,
exhiben como potenciales antibacterianos. Estas propiedades, junto con la
presencia de compuestos fenolicos, respaldan la aplicacion de aceites esenciales
como una estrategia efectiva para alargar y optimizar el ciclo de vida de diversos

embutidos alimentarios, incluso aquellos sometidos a procesos de congelacion.
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» Al analizar las caracteristicas organolépticas durante la elaboracion del embutido,
se pudo observar que el manejo del aceite de orégano (Origanum vulgare L.) como
conservante no genero impacto significativo en los parametros evaluados, como
la apariencia, el olor, la textura y el color. En resumen, el tratamiento estudiado
no tuvo efectos perceptibles en las caracteristicas organolépticas del embutido

porcino.
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6

Recomendaciones

» Se sugiere la realizacion de investigaciones adicionales que se centren en el

analisis de diferentes componentes de la planta de orégano, particularmente de la
familia Lamiaceae, con el fin de mejorar tanto el rendimiento como las
propiedades fisicoquimicas para la conservacion del embutido. Estos estudios
podrian proporcionar informacion importante para optimizar el uso del orégano

en las industrias alimentarias para la conservacion de alimentos.

Se propone llevar a cabo un estudio en el que emplee el aceite de orégano con el
objetivo de investigar su capacidad de inhibir la proliferacion de otros

microorganismos presentes en los embutidos.

Realizar estudios mas profundos sobre la utilizacién de aceites esenciales en el
area alimentaria. Dado que la demanda de productos con una vida til prolongada
estd en aumento, es necesario obtener mas informacion sobre el uso de aceites

esenciales como conservantes naturales.

Realizar una investigacién sobre la toxicidad del orégano a mayor concentracion
para la conservacion del embutido sin afectar las caracteristicas organolépticas y

no ocasionar efectos negativos en el ser humano.
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